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E um paradoxo a Terra se mover ao redor do
Sol e a agua ser constituida por dois gases
altamente inflamaveis. A verdade cientifica é
sempre um paradoxo, se julgada pela
experiéncia cotidiana que se agarra a aparéncia
efémera das coisas.

Karl Marx

O degrau de uma escada nao serve
simplesmente para que alguém permanega em
cima dele, destina-se a sustentar o pé de um
homem pelo tempo suficiente para que ele
coloque o outro um pouco mais alto.

Thomas Huxley
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RESUMO

As algas marinhas planctdnicas constituem a base de cadeias alimentares e
frequentemente sdo expostas a contaminantes ambientais. Os metais e metaldides
sdo naturalmente encontrados na maior parte dos diferentes segmentos integrantes
dos sistemas aquaticos naturais. Contudo, o aumento da concentragdo desses
elementos devido as atividades antrépicas pode provocar efeitos adversos aos
ecossistemas e contribuir para a degradagcdo ambiental. Tetraselmis gracilis € uma
microalga frequentemente utilizada para alimentar herbivoros marinhos na
maricultura devido ao seu alto valor nutricional e a sua habilidade de crescer em
condicbes fisicas e quimicas diversas. O presente estudo foi desenvolvido com o
objetivo de verificar os efeitos da matéria organica dissolvida na toxicidade de cobre
e arsénio sobre o desenvolvimento de Tetraselmis gracilis em culturas sob
condigdes controladas. O meio nutritivo para as culturas unialgais teve como base
agua do mar esterilizada por filtragdo e acrescida de nutrientes. Arsénio e cobre
foram adicionados as culturas em uma amplitude de concentragéo total (nominal) de
107 M até 5x10° M. Nos experimentos cujo objetivo foi verificar o efeito da MOD
sobre a toxicidade de cobre e arsénio foi adicionado, além do metal, 10 mg.L" de
substancia humica comercial. Os efeitos toxicos foram avaliados através da
mobilidade da alga e curvas de toxicidade. Os resultados mostraram que a presencga
de MOD reduziu a toxicidade do metal e metaldide para a microalga T. gracilis e que
sua mobilidade é alterada ndo somente pela presenga de toxicantes, mas também

por outras situagdes de estresse.

Palavras-Chave: Toxicidade, mobilidade, Tetraselmis gracilis, arsénio, cobre, MO

xii



1. INTRODUCAO

A espécie humana altera profundamente o ambiente no qual se insere. Com o
desenvolvimento industrial, a contaminagdo da agua, do ar e do solo, tornou-se um
problema global. Dentre os contaminantes destacam-se os metais com potencial
toxico (metais trago), cujos niveis nos ecossistemas aquaticos e terrestres vém
aumentando consideravelmente.

No final do século XX, a conscientizagdao da populagdo mundial em relacédo a
preservacdao ambiental comeca a apontar para uma remediagao das consequéncias
da Revolugao Industrial, que, aliada a falta de responsabilidade ecolégica do homem
com o ambiente circundante, € o principal responsavel pelos danos ambientais.

O estudo de metais pesados na coluna d’agua tem grande significado
ecoldgico, tendo em vista que os mesmos podem contribuir de forma significativa
para a poluicdo de ecossistemas aquaticos, estressando comunidades aquaticas e
associando-se aos efeitos cronicos sobre a saude humana (SANTOS et al., 2004).

A biota aquatica é capaz de concentrar os metais pesados em varias ordens
de magnitude acima das concentragdes encontradas na coluna d’agua, sendo por
isso responsavel por grande parte da dindmica destes poluentes no ambiente
marinho. Alguns parémetros influem no acumulo e concentracdo dos metais nos
tecidos dos organismos. Pode-se considerar a concentracdo de metal a que o
organismo esta exposto através da agua, sedimento e alimento como um dos
parametros mais importantes da bioacumulagdo (HUCHABEE et al., 1979; KEHRIG
et al., 1998).

O processo de assimilacdo de metais € influenciado por varios fatores, tais
como a especiacdo quimica do metal no ambiente, e as condigdes fisicas e quimicas
do meio aquatico (temperatura, pH, salinidade, oxigénio dissolvido) (MURTY, 1988).
Nos organismos, os processos de assimilagdo e eliminagdo de metais podem
ocorrer de maneira independente (STAHAM et al., 1976), a assimilagao é tanto mais
rapida quanto maior for a polaridade da molécula (GAKSTATTER, 1968).

Quando acumulados pelos organismos em concentragbes elevadas, os

metais potencialmente toxicos inibem processos fisioldégicos importantes e



consequentemente afetam o crescimento e a reprodugcdo (CJISTER e VAN
ASSCHE, 1985) podendo levar a morte dos individuos (STEGEMAN et al., 1992).

Segundo MORAES (2001) as interagdes que ocorrem entre os poluentes e a
populagdo podem induzir uma sequéncia de mudancgas estruturais e funcionais nos
niveis superiores de organizagdo. Posteriormente, cada efeito pode causar
disturbios danosos de fungdes integradas vitais, as quais podem afetar a populagao.
Entdo a existéncia de uma populagdo € uma funcdo de todas as respostas de
individuos as mudancas ambientais.

O metal (Cu) e o metaldide (As) sdo naturalmente encontrados na maior parte
dos diferentes segmentos integrantes dos sistemas aquaticos naturais, tais como
rochas, solos, sedimentos, aguas e organismos. Contudo, o aumento da
concentracido destes elementos devido as atividades antrépicas, associado com seu
elevado potencial toxico, podem provocar efeitos adversos aos ecossistemas
aquaticos e ao homem (SALOMONS e FORSTNER, 1984). Em termos de
contaminagdao ambiental, os metais apresentam um risco adicional em relagcdo a
maior parte dos contaminantes de origem organica, pois eles nao sofrem
degradagéao, sendo apenas transferidos de um compartimento para outro dentro do
ambiente (SA, 2003).

Cobre € um componente natural do ecossistema aquatico e essencial para a
vida. Ele é requerido em concentracdes da ordem de 10® M para o crescimento
saudavel de microalgas. Entretanto, em concentragdes pouco mais elevadas (107 M)
pode ser prejudicial para a biota (NRIAGU, 1990; EDDING e TALA, 1996).

As principais fontes de poluicdo deste metal estdo relacionadas a atividades
mineradoras e beneficiadoras de cobre, e a utilizacdo de tintas e pesticidas a base
de cobre (CORREA et al.,, 1996). O aumento da concentracdo de cobre nos
ambientes aquaticos esta relacionado tanto a fontes de origem natural, como a
langamentos de efluentes oriundos de atividades industriais, agrarias e domésticas
(NOR, 1987).

Arsénio pode existir em ecossistemas aquaticos em todas as fases de
oxidagdo e nas formas inorganica e orgénica. Na agua, arsénio estad presente
principalmente em formas inorganicas, sendo o As(V) sua forma de maior
estabilidade sob condigdes aerdobicas e em condi¢gdes de equilibrio (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL OF CANADA, 1978). Assim como a toxicidade do cobre, a



do arsénio depende da espécie quimica (FUHUA et al., 1994). Segundo estudos de
KNAUER et al. (1999) arsenato (As(V)) € mais toxico para comunidades
fitoplanctonicas do que arsenito (As(lll)) e, portanto as algas plancténicas podem ser
alvos da toxicidade de arsénio em ambientes aquaticos.

As principais fontes de arsénio para o ambiente sdo oriundas do uso
continuado de compostos que contém o metaldide, tais como pesticidas, de sua
emissdo durante a mineragao e fundicdo de ouro, chumbo, cobre e niquel (pois
ocorre habitualmente nesses minérios), da producéo de ferro e ago, e da combustéo
do carvao, neste caso considerado um contaminante. A lixiviagdo de minas
abandonadas de ouro pode ser ainda uma fonte significativa de poluicdo por arsénio
nos ecossistemas aquaticos (BAIRD, 2002).

As microalgas s&o os principais produtores primarios marinhos e a base de
cadeias alimentares nesses ecossistemas. Qualquer impacto adverso nestes
individuos pode afetar direta ou indiretamente organismos de niveis tréficos
superiores. Estudos pretéritos véem demonstrando que as microalgas marinhas séo
particularmente sensiveis a poluentes organicos e inorgénicos (FLORENCE e
STAUBER, 1991; STAUBER et al., 1994). As interagbes com os metais afetam estes
organismos através da inativagdo enzimatica, interferéncia no transporte celular,
e/ou interferéncia na assimilacdo de nutrientes (PRICE e MOREL, 1994). Além
disso, os metais contribuem para a inibicdo da fotossintese e da sintese de
pigmentos e, acarretam diminuigdo da taxa de crescimento e de reprodugao
(STROMGREN, 1980; MUNDA e HUDNIK, 1986; PELLEGRINI et al. 1993) em
microalgas. A diminuigdo no crescimento das comunidades algais pode acarretar um
decréscimo dos estoques pesqueiros, da qualidade dos recursos vivos e alterar a
cadeia tréfica dos oceanos. Além disso, muitas das substancias poluidoras
representam problemas particulares para o ambiente marinho, visto que apresentam
ao mesmo tempo toxicidade, persisténcia e bioacumulacdo na cadeia alimentar
(BAINY e MARQUES, 2001).

Os materiais orgéanicos dissolvidos sado capazes de alterar a especiacéo de
elementos metalicos/metaldéides em ecossistemas aquaticos e, dessa maneira
alteram a biodisponibilidade dos mesmos para microalgas. A habilidade de acumular
metais na superficie celular de muitas microalgas a partir de solugbes aquosas

diluidas é conhecida como sendo um sistema capaz de regular a concentragéo



residual de ions metalicos dissolvidos em oceanos, lagos e rios (CAMPBELL et al.,
1997; SCHMITT et al., 2001). Substancias organicas sao adsorvidas na superficie
das células algais e, como sédo capazes de sequestrar metais, controlam a toxicidade
de ions especificos (GONZALEZ-DAVILA et al., 1995).

A matéria organica é formada ao longo da teia alimentar global e nos
processos regenerativos da biosfera. Na forma particulada é representada pelos
organismos Vivos, seus produtos de excregao e restos apos a morte. No entanto, a
maior parte da matéria organica encontra-se sob a forma dissolvida em grandes
depdsitos, como os de combustiveis fésseis, nos solos, ou disperso no meio
aquatico marinho e lacustre (LOMBARDI, 1995).

As relagdes metais — microalgas sofrem modificagbes em presenca de
materiais orgénicos dissolvidos tais como as substancias humicas. No entanto, os
processos ecofisioldgicos em microalgas relacionados a presenga de materiais
organicos dissolvidos sdo poucos entendidos (LOMBARDI e VIEIRA, 1999; 2000).
Segundo WANGERSKY (1994), as transformagdes quimicas em ambientes
marinhos serdo entendidas por completo somente quando se considerar as reagdes
com os materiais organicos dissolvidos naturais ou por eles mediados. De acordo
com TAYLOR et al. (1998), o material organico particulado suspenso na coluna
d’agua pode atuar como sumidouro ou fonte de metais para os ecossistemas
aquaticos.

Na biota aquatica a matéria organica dissolvida e a concentragdo dos ions
hidrogénio tém frequentemente demonstrado afetar a toxicidade dos metais, em
parte através de sua influéncia na especiacéo dos metais (KUWABARA, 1986), e em
parte através da alteragdo da carga da superficie de células fitoplancténicas
(CAMPBELL e STOKES, 1985; MEADOR, 1991; WELSH et al., 1993). Outros
fatores como alcalinidade, dureza, pH, estado redox, e complexagao com ligantes
organicos sao importantes para determinar a especiagdo, biodisponibilidade e
toxicidade de metais pesados.

Estudos envolvendo as interacdes de uma espécie de fitoplancton com metais
pesados e matéria organica dissolvida natural (MOD) sdo uma importante
ferramenta para estudos de impactos ambientais (EIA), monitoramento e valoragao

de danos ambientais em ecossistemas marinhos, trazendo assim respaldo para



medidas legislativas para prevenir ou reduzir a poluigdo marinha acarretadas por

atividades antrodpicas.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

O objetivo principal deste estudo foi investigar as interagées entre MOD,

Tetraselmis gracilis e os elementos cobre e arsénio.

2.2 Objetivos Especificos

Além do objetivo principal, esta pesquisa teve quatro objetivos secundarios:

a. Toxicidade de arsénio para a microalga Tetraselmis gracilis.

b. Toxicidade de cobre para a microalga Tetraselmis gracilis..

c. Efeito da MOD (substancia humica) na toxicidade de cobre e de arsénio
para Tetraselmis gracilis.

d. Efeito da MOD (substancia humica) na mobilidade de cobre e arsénio para

Tetraselmis gracilis.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Culturas de Algas

Este estudo foi realizado utilizando-se a microalga Tetraselmis gracilis
(Prasinophyceae) gentilmente cedida pelo Laboratério de produgédo de larvas de
marisco da Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI). As células algais foram
mantidas em Erlenmeyers de 500 ml (previamente esterilizadas em autoclave a 120
°C por 20 minutos) contendo 200 ml do meio de cultura descrito em HARRISON et
al. (1980). Para a confeccédo do meio de cultura, agua do mar natural foi filtrada em
filtros de membrana (S&S — Schleicher & Schuell) com 0,22 um de diametro de poro
que foi utilizada como base na qual foram acrescidos os nutrientes (TABELA 1). O
meio nutritivo contém EDTA em sua composi¢cdo. EDTA é um agente quelante de
ions metalicos que tem por finalidade evitar a precipitacdo de ferro e outros
micronutrientes no meio nutritivo. Consequentemente, é também capaz de
sequestrar cobre e arsénio, os agentes toxicos usados nos experimentos.

Experimentos de toxicidade com culturas da microalga foram realizados com
trés réplicas, na presenca de cobre ou de arsénio e, acrescidos ou nao de matéria
organica dissolvida (MOD). Como MOD utilizou-se substancia humica adquirida
através da International Humic Substances Society, obtida do Suwannee River. E
uma substancia humica padrao amplamente caracterizada fisico-quimicamente,
motivo pelo qual foi escolhida. As culturas foram mantidas em condi¢des controladas
de luminosidade (180 uEm™s™) e temperatura (20-22°C) e com ciclo claro-escuro de
12-12 h. O crescimento populacional foi monitorado através de contagem das
células algais ao microscopio e determinagcdo da concentracdo de clorofila-a
diariamente durante as primeiras 96 horas apds a introdu¢cao de contaminante. Além
do crescimento populacional, as células algais foram monitoradas quanto a sua

mobilidade sob o microscopio optico.



TABELA 1. COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA DE AGUA SALGADA HARRISON ET
AL. (1980), USADO NO PRESENTE ESTUDO. pH INICIAL AJUSTADO PARA

Corig)géto Quantidade (g.L™") Concentragao Final
NaNO; 9,334 549,09
NaSiOs. 9H,0 6,0 105,60
NaH,PO, . H,O 0,30 21,74
Na,EDTA 1,106 14,86
H3BO3 0,76 61,46
Fe(NH4)2(SO4)2 . 6H20 0,468 5,97
FeCl; . 6H,0 0,032 5,92 x 10
MnSO; .. 4H,0O 0,108 2,42
ZnS0; . TH,0 0,0073 2,54 x 10™
CoSO0y4 . 7H0 0,0032 5,69 x 107
Vitaminas
Tiamina HCL 10 ml
Biotina 2ml
B12 2,0 mg

3.2 Curva de crescimento

Uma curva de crescimento padrédo de Tetraselmis gracilis em cultura foi obtida
inoculando-se 10* cels/mL em um frasco Erlenmeyer de policarbonato antes de
efetuar os testes de toxicidade. Em dias alternados, uma aliquota da cultura era
retirada para o acompanhamento celular através da contagem de células ao

microscopio.
3.3 Densidade celular
O crescimento celular foi acompanhado através de contagem de células

algais ao microscoépio (numero de células por ml de cultura). Foram retirados cinco

ml de cada cultura e fixados com uma gota de lugol (iodeto de potassio: iodo: agua



destilada - proporgcao 1:2:20). As amostras foram armazenadas em frascos de vidro
de 10 ml vedados com tampa de borracha e contadas posteriormente com o uso de

um Hemocitdmetro Fuchs-Rosenthal (0,0625mm?) sob microscépio dptico.

3.4 Clorofila-a

As concentracdes de clorofila-a foram utilizadas como um parametro para o
acompanhamento do crescimento populacional durante os bioensaios.

Para a quantificagdo da clorofila-a foram realizadas amostragens em Oh, 72h
e 96h apos o indculo. Amostras de 5 ml de cada cultura algal foram filtradas em
filtros de fibra de vidro (GF525-C, S&S), armazenados em envelopes de papel
aluminio e congelados para posterior analise. A extragdo da clorofila-a foi feita
adicionando-se aos filtros 10 ml de acetona 90% e incubando-os em geladeira no
escuro por 12 horas. Depois desse periodo foram centrifugadas por 15 minutos
(2500 rpm) (centrifuga EXCELSA BABY | — FANEM) e em seguida a fluorescéncia
da amostra foi quantificada em 665 nm e 750 nm utilizando-se um espectrofotémetro
Shimadzu UV-160. O procedimento descrito acima obedece a metodologia descrita
em CARMOUZE (1994).

Os dados finais apresentaram incongruéncias quando comparados a

densidade celular, motivo pelo qual se apresentam apenas dispostos no anexo.

3.5 Mobilidade Celular

A mobilidade celular foi verificada ao microscopio a cada concentracdo de
metal. Para tanto as células foram classificadas em uma das trés modalidades:
células totalmente paradas, células que apresentaram um movimento lento em
comparagao as culturas controle e células que apresentaram um movimento agil,

semelhante ao do experimento controle.



3.6 Testes Ecotoxicolégicos: cobre e arsénio

O efeito toxico dos elementos cobre e arsénio foram avaliados isoladamente
sobre a microalga Tetraselmis gracilis. Os ensaios foram realizados de modo a
avaliar a toxicidade aguda (EC50), quantificada durante as primeiras 96 horas apos

a introducao do agente toxico no meio nutritivo.

A especiagao dos elementos cobre e arsénio foram verificadas teoricamente
através do uso do modelo de especiacdo MINEQL+. Neste, sdo colocados todos os
parametros presentes no meio de cultura (TABELA 1) e a analise do modelo nos
fornece as espécies quimicas predominantemente presentes. Os resultados
referentes a aplicacdo do modelo MINEQL+ ao metaldide arsénio foram

incongruentes, motivo pelo qual ndo estao incluidos no presente estudo.

Para os experimentos de toxicidade, foram usados Erlenmeyers de
policarbonato, reduzindo-se assim a adsorcdo de cobre e arsénio nas paredes do
frasco. Cada frasco tem capacidade para 250 ml, e conteve 100 ml do meio
HARRISON et al. (1980).

A adicao dos metais foi realizada somente quando a microalga inoculada nas
culturas experimentais atingiu o inicio da fase exponencial de crescimento,
garantindo saude celular das células. Neste ponto, foram adicionadas 8
concentracdes diferentes de cobre ou arsénio, estando contidas na amplitude de 10~
a 5x10° M. Tanto para cobre quanto para arsénio, tais concentracdes foram 107,
5x107, 5x10°, 5x10°, 10, 5x10*,10° e 5x10° M. Cobre foi oferecido na forma de
CuCl; e arsénio na forma de As (V). Nos experimentos cujo objetivo foi verificar o
efeito da MOD sobre a toxicidade de cobre e arsénio foi adicionado, além do metal,
10 mg.L”" de substancia humica para 100 ml de meio de cultura, concentracdo esta
considerada padrdo para a realizagdo de testes ecotoxicolégicos. Todos os
experimentos foram realizados com trés réplicas. No experimento controle nao foi
adicionado nenhuma concentragcéo de arsénio. Segundo descrigdo em HARRISON
et al. (1980), apesar do cobre ndo ter sido adicionado ao meio nutritivo, sua
presenga em concentragdo suficiente ao crescimento algal é garantida através de
contaminagdes presentes nos outros reagentes e sais utilizados para a confecgao do

meio de cultura.
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A concentragao inicial de células algais nas culturas teste foi de cerca de 10°
cels/mL, obtidas de uma cultura em fase exponencial de crescimento. Aliquotas
diarias foram retiradas dos bioensaios para a determinacdo da concentragdo de
clorofila-a (5 ml) e contagem de células ao microscopio (5ml). O pH das culturas foi

monitorado ao inicio e fim de cada bioensaio.

3.7 Materiais de laboratério e procedimentos de limpeza

Todo o material utilizado nas culturas algais foi esterilizado em autoclave (120
°C por 20 minutos) antes de inocular a microalga, o que, aliado a filtragem da agua
do mar em filtros de 0.22 um, garantiu baixa contaminagédo microbiana nas culturas.

Todo o material utilizado nas manipula¢des laboratoriais foram previamente
imersos em acido cloridrico (HCI) 1,0 M por 24 horas, enxaguados com agua
destilada, seco em estufa e guardados em sacos plasticos vedados. Dessa forma
reduziu-se as contaminagdes por metais. Entre um bioensaio e outro, os frascos de
cultura foram descontaminados através de lavagem com detergente liquido (neutro),
imerso em acido cloridrico (HCI) por sete dias, e posteriormente enxaguados com
agua destilada. Para evitar possiveis contaminacbes aéreas e por
microorganismos (bactérias e fungos) fez-se uso de uma cabine de fluxo laminar

(VLFS12-VECO) para as manipulagbes envolvendo as culturas de microalgas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curva de Crescimento

A curva de crescimento de Tetraselmis gracilis mostrada na FIGURA 1 ilustra
as fases de crescimento tipicas obtidas em culturas de microalgas com volume
limitado (culturas estanques). Para os bioensaios foi utilizada a fase exponencial de
crescimento, onde as células sdo consideradas saudaveis, absorvendo os
nutrientes, sintetizando seus constituintes, crescendo e se replicando. Nesta fase a
taxa de crescimento € maxima e a quantidade de produtos finais do metabolismo

ainda é pequena.

Log numero de células por mL

IT | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30

Tempo experimental (dias)

FIGURA 01. PADRAO DE CRESCIMENTO DE TETRASELMIS GRACILIS EM DUAS
CULTURAS ESTANQUES (TC1 E TC2). FASES DE CRESCIMENTO: 1,
FASE LAG; 2, FASE EXPONENCIAL; 3, FASE ESTACIONARIA.
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4.2 Mobilidade celular x Cobre

O monitoramento do movimento flagelar pode ser uma rapida e sensivel
técnica para a avaliacdo de risco ambiental e avaliacdo quimica em termos de
toxicidade (SHITANDA E TATSUMA, 2006). De acordo com SOMMER (1988), a
mobilidade pode ter um grande impacto na habilidade da célula para reagir as
condi¢cbes ambientais, assim como no aumento de seu consumo de nutrientes.

Em relacdo a mobilidade da alga, os resultados (FIGURAS 02 e 03)
observados a partir dos testes de toxicidade mostraram diferengcas comportamentais
em relacdo ao cobre e MOD. Sem a adigdo da MOD, as células do controle
apresentaram maior mobilidade (70%, células com movimento agil) do que na
presenca de MOD (70%, células totalmente paradas). Os resultados sugerem que tal
comportamento deve-se ao sequestro de cobre disponivel no meio de cultura,
reduzindo dessa maneira sua concentragdao. Portanto, através do sequestro do
cobre (micronutriente), a presenga de MOD pode induzir a uma situagéo de estresse
as células. Em se tratando de macronutrientes, sabe-se que sua auséncia ou
presenca em concentracio inferior aquela requerida para o desenvolvimento normal
da microalga, induz o organismo ao estresse. No caso de um micronutriente, sabe-
se que tanto seu excesso como sua falta ocasionam situacbes de estresse, o que
poderia levar a redu¢cdo na mobilidade das algal.Esta explicagao é corroborada pela
maior movimentacdo das células na presenca de MOD na amplitude de
concentragdo de 107 M até 5x10° M de cobre. Nessa amplitude de concentracio,
cerca de 70% das microalgas apresentaram-se totalmente paradas na auséncia de
MOD, enquanto que na presenga de MOD, o valor foi de 50%. Portanto, confirma-se

o sequestro do metal disponivel e a conseqliente reducao de toxicidade.

O cultivo de Tetraselmis gracilis foi realizado mediante a presenga de EDTA.
Testes preliminares mostraram um crescimento insatisfatorio na auséncia do agente
quelante sintético. No entanto, os protocolos de testes ecotoxicolégicos (ABNT) com
algas recomendam a omissado de EDTA no meio de cultura pelo fato do mesmo
complexar os metais e reduzir sua toxicidade (WEBER et al., 1989; CHIAUDANI e

VIGHI, 1978). Convém mencionar que a auséncia de um agente quelante em meio
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nutritivo sintético leva a precipitacdo de Fe e outros micronutrientes, tornando-os

indisponiveis as microalgas.

Observando as FIGURAS 02 e 03 constata-se que o cobre, fornecido sob a
forma de CuCl, em concentracdo total (nominal) de 5x10° mol.L™ foi suficiente para
causar cerca de 100% de imobilidade na microalga. Segundo NULSTCH et al.
(1986) cobre é conhecido como um reagente inibitério, que se liga com os canais de
céalcio da superficie flagelar, bloqueando o fluxo de calcio e assim, causando a

imobilidade da célula.

Na FIGURA 02 observa-se que na auséncia de MOD, somente o controle
apresentou a mobilidade esperada. Segundo andlise obtida através do modelo
MINEQL+, a concentracdo de Cu®" livre no meio de cultura era de cerca de 1x10%°

mol.L”" , sendo que 90% encontrava-se ligado ao EDTA
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FIGURA 02. EFEITO DO COBRE NA MOBILIDADE DE TETRASELMIS GRACILIS.
EXPERIMENTOS SEM ADICAO DE MOD.
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FIGURA 03. EFEITO DO COBRE NA MOBILIDADE DE TETRASELMIS GRACILIS.
EXPERIMENTOS COM ADIGAO DE MOD.

4.3 Toxicidade de Cobre

O crescimento de Tetraselmis gracilis, nas diversas concentragcbes de cobre
(CuCly) é ilustrado na FIGURA 04. Nesta estédo representados a densidade celular
para as diversas concentragcdes do metal em funcdo do tempo de exposi¢cao, nao
foram utilizados os desvios padrdées para nao poluir a figura e para que houvesse
uma melhor compreensao do grafico. A FIGURA 4A mostra os efeitos do metal na
auséncia da MOD, enquanto que a FIGURA 4B, em sua presenca. Quer na
presenga, como na auséncia do material organico nota-se que o maior rendimento
final foi obtido nos experimentos controle. De acordo com ERICKSON (1972), o
cobre € um micronutriente essencial para o crescimento, metabolismo e atividade
enzimatica de muitas algas, entretanto, ele também é um inibidor do crescimento
algal em altas concentragdes; a concentragao de cobre que afeta o crescimento em
microalgas é largamente variavel e dependente da espécie de microalga, da
densidade celular, composicdo do meio, condigdes fisicas da cultura, etc.
(WHITTON, 1968; STAUBER e FLORENCE, 1985a).
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FIGURA 04. CRESCIMENTO DE TETRASELMIS GRACILIS EM FUNGCAO DO TEMPO
EXPERIMENTAL NAS DIVERSAS CONCENTRAGCOES DE COBRE,
FORNECIDO ATRAVES DE CLORETO DE COBRE. A) AUSENCIA DE MOD.
B) PRESENCA DE MOD. CADA PONTO REPRESENTA MEDIA DE TRES
REPLICAS.

Em todas as concentracdes testadas, exceto 10* M e 5x10* M observa-se
um crescimento das culturas apos as 72 horas de tempo experimental. Isto pode
relacionar-se a uma recuperagao do crescimento algal, devido ao sequestro dos ions
cobre no meio de cultura provavelmente por produtos excretados pelas microalgas
(LOMBARDI et al., 2002). Quando ha retomada de crescimento pelas microalgas,

considera-se um efeito algistatico e ndo algicida. As implicagbes ecolbgicas desse
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fato séo varias, desde a selegcédo dos organismos até reducéo na biodiversidade local
quando o agente € aplicado em ambiente natural (BONFIM, 2005).

A microalga Tetraselmis gracilis apresentou-se consideravelmente resistente
ao cobre quando comparada a outras espécies de microalgas. Concentragdes de
cobre total e/ou nominal da ordem de 10® M sdo muitas vezes suficientes para
reduzir o crescimento de muitas microalgas (RAI et al., 1981; HARRISON, 1986;
MORENO-GARRIDO et al., 2000; LOMBARDI et al., 2002; MA et al., 2003). No
entanto, a tolerdncia do cobre para células de microalgas varia conforme o
organismo.

Optou-se neste trabalho por analisar os efeitos téxicos, ndo em relacdo ao
EC50, mas sim em relagdo ao coeficiente angular obtido a partir dos resultados
apresentados nas FIGURAS 5A e 5B. Esta opcao esta fundamentada na presenca
de EDTA no meio nutritivo e ao uso de concentracdes totais adicionadas de cobre
(nominais). Em presenca de EDTA, elevada concentragcdo de cobre & necessaria
para o surgimento de um efeito toxico, uma vez que muito daquilo que é adicionado
passa a ser sequestrado pelo agente quelante. Nesta situagao, valores de EC50 tém
pouco significado ambiental.

Os resultados dos testes de toxicidade para 96 horas de exposicdo ao cobre
nos experimentos com e sem a adicdo de MOD s&o ilustrados na FIGURA 05 e na
TABELA 02. Observa-se que um maior efeito toxico do cobre foi obtido na auséncia
de MOD (FIGURA 5A, Tabela 02) em 96 horas de exposi¢cédo. Na presengca de MOD
96h de exposi¢cdo, houve redugdo da toxicidade (FIGURA 5B, Tabela 02). Ao
comparar-se o efeito toxico da exposi¢cao na presenca de MOD em 96 horas e em 72
horas, observa-se uma pequena diferenca, sendo o efeito tdxico menor em 72 horas
de exposicao. Estes resultados confirmam outros da literatura, que mostram o
sequestro de ions cobre pela MOD e seu consequente efeito sobre a toxicidade em
microalgas.

Varios estudos mostram que a matéria organica dissolvida (MOD) tem um
significante papel na biodisponibilidade de metais para organismos aquaticos. MOD
age como um agente complexador, o que tem demonstrado uma diminuigdo da
toxicidade de metais para varios organismos (ERICKSON et al., 1996; MA et al.,
2001; DE SCHAMPHELAERE et al., 2002, 2003, 2004; DE SCHAMPHELAERE e
JANSSEN, 2004 a, b; HEIJERICK et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2005).
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Ha muitas evidéncias experimentais de que a toxicidade de metais para as
algas relaciona-se melhor com a concentragao de ions metalicos livres do que com a
concentragdo total do metal (SUNDA e GUILLARD, 1976; BATES et al., 1982;
SUNDA e HUNTSMAN, 1992). No presente estudo foi realizada uma analise de
modelagem empregando-se o modelo MINEQL" como ferramenta para a obtengao
de dados de cobre livre, na presenca e auséncia de MOD. Estes resultados sao
mostrados na TABELA 03 e revelaram que, na auséncia de MOD, uma concentracao

de 107 mol.L”" de cobre total equivale a uma concentragdo de Cu?* livre de 1x10™%°

mol.L™".
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FIGURA 05. DENSIDADE CELULAR EM FUNCAO DA CONCENTRAGCAO DE COBRE NO
MEIO. (A) AUSENCIA DE MOD. (B) PRESENCA DE MOD. CADA PONTO
REPRESENTA MEDIA E DESVIO PADRAO DE TRES REPLICAS (96 H DE
EXPOSICAO).
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TABELA 02. VALORES DOS COEFICIENTES ANGULARES OBTIDOS ATRAVES DAS
EQUACOES DE AJUSTE: TOXICIDADE EM FUNGAO DA CONCENTRACAO
DE COBRE NOMINAL NO MEIO.

Coeficiente angular
72 h com MOD -0,69x10°
72 h sem MOD Sem regressao
96 h com MOD -0,79x10°
96 h sem MOD -1,18x10°

Alguns estudos reportam que a toxicidade do cobre pode variar de acordo com
a espécie de alga empregada. Tem-se, por exemplo, que para Asterionella japonica
o valor de EC50 72h é de 0.2x10° M (FISHER e JONES, 1981), ja para
Phaeodactylum tricornutum o valor obtido para inibir 50% da densidade celular € de
1.5x10° M (CID et al, 1995). No entanto, ressalta-se que sdo concentracdes
elevadas e dependentes da composicdo do meio nutritivo, como demonstrado no
presente estudo.

A alga marinha Nitzschia closterium € particularmente mais sensivel a cobre
(EC50 0.15x10° M) do que as diatomaceas Skeletonema costatum (EC50 > 3.9x10°°
M), Minutocellus polymorphus e Dunaliella tertiolecta, sendo que as duas ultimas sé&o
mais resistentes ao metal (STAUBER, 1995), assim como Tetraselmis gracilis.

Estudos como os de STAUBER e FLORENCE (1985b) demonstram que a
toxicidade de cobre para algumas algas marinhas depende da concentragéo de ferro
no meio de cultura. Células cultivadas em niveis normais de ferro no meio (790 pg L
') sdo mais tolerantes ao cobre do que células cultivadas em meios deficientes de
ferro. Similarmente, manganés, cobalto, aluminio e cromo (lll) protegem contra a
toxicidade do cobre, através da formacéo de hidroxidos (Ill) de metais ao redor da
célula algal, o que através da adsorgéo do cobre poderia reduzir a sua penetragéo
na célula (STAUBER e FLORENCE, 1985a; STAUBER e FLORENCE, 1987).

Para tolerar estresses ocasionados por metais, as algas tém desenvolvido
diferentes mecanismos de resisténcia, incluindo o reforco das membranas celulares

como uma barreira para o cobre, producédo de ligantes extracelulares, complexagéo
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de cobre acumulado por fitoquelatinas ou polifosfatos entre outros (GONZALES-
DAVILA, 1995).

TABELA 03. ESPECIACAO DO COBRE NO MEIO DE CULTURA PARA TETRASELMIS
GRACILIS SEGUNDO O MODELO MINEQL*. DO TOTAL DE COBRE
ADICIONADO (CU NOMINAL), REPORTA-SE A CONCENTRACAO DE
COBRE NA FORMA CU%* (MOL.L") COM MOD (MOD) E SEM MOD (*). AS
FORMAS QUIMICAS DO COBRE CU(OH),, EDTA E (CUOHEDTA)® SAO
REPORTADAS EM VALORES PERCENTUAIS.

Cu nominal Cu? Cu(OH); EDTA (CuOHEDTA)?
MOD * MOD * |MOD  * MOD  *
1x10” 7x107"  1x10™° 0 0 60 82 40 18
5x107 2x10%°  2x107" 0 0 43 88 57 12
5x10° 4x10"  1x107° 0 0 64 98 37 2
5x107 3x10®  2x107 79 76 18 23 0 0
1x10™ 8x107  2x107 82 87 14 12 0 0
5x10™ 9x10°  3x10° 90 95 2.9 2.8 0 0
1x10° 3x10°  1x107 86 92 | 15 1.4 0 0
5x10° 5x10°  5x107 0 0 0 0 0 0

Considerando que a concentragdo de ions hidrogénio exerce significante
efeito sobre a especiacdo do cobre e também sobre a superficie de microalgas
(BONFIM, 2005), os valores de pH foram monitorados ao inicio e final dos
experimentos. Foram detectadas variagdes de pH devido tanto ao inéculo como
também a adicdo do cobre. Observou-se que o aumento da concentragcao de cobre,
na auséncia de matéria organica natural, resultou em uma redugéo do pH no meio de
cultura para as concentragdes mais elevadas do metal. Estes resultados sé&o
mostrados nas TABELAS 04 e 05. Tal alteracdo do pH, além da propria
concentracado de cobre, € um fator que interfere no resultado de testes de toxicidade.
A reducao do pH no meio reduz a toxicidade do metal, pois aumenta a competicao
entre os ions H* presentes no meio mais acido e os ions cobre, ainda que haja um

aumento na concentracdo do ion metalico em sua forma livre.
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TABELA 04. CONCENTRAGAO DE iOI\lS HIDROGENIO (PH) INICIAL E FINAL NAS
DIVERSAS CONCENTRACOES DE CUCL, E NA AUSENCIA DE MOD. CADA
PONTO DO PH FINAL REPRESENTA MEDIA E DESVIO PADRAO DE TRES

REPLICAS (96 H DE EXPOSICAO).

CuCl2 sem MOD pH inicial pH final DP (pH final)
Controle 8,4 9,44 0,1823
107 9,66 9,11 0,3977
5x10°7 9,86 9,06 0,129
5x10°° 8,35 8,25 0,401539
5x107° 9,22 8,05 0,015275
10 9,05 8,15 1,005774
5x10 8,02 7,96 0,10116
107 7.1 7,81 0,060828
5x107 5,28 5,11 0,023094

TABELA 05. CONCENTRACAO DE [ONS HIDROGENIO (pH) INICIAL E FINAL NAS
DIVERSAS CONCENTRACOES DE CUCL, E NA PRESENCA DE MOD.
CADA PONTO DO PH FINAL REPRESENTA MEDIA E DESVIO PADRAO DE
TRES REPLICAS (96 H DE EXPOSICAO).

CuCI2 com MOD pH inicial pH final DP (pH final)
Controle 8,69 9,62 0,0624
107 8,69 9,81 0,4186
5x107 9,32 10,12 0,03

5x10°° 8,93 9,74 0,2454
5x107° 7,87 8,45 0,1530
10 8,37 7,85 0,4243
5x10™ 8,19 7,7 0,01

107 6,66 7,63 0,1965
5x107 5,52 4,28 0,5139

A alteragdo de pH entre o inicio e final dos experimentos € bastante

conhecida e o mesmo se processa em florescimentos naturais de microalgas.
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Mudangas no pH ocorrem como resultado da utilizagdo de didéxido de carbono e
bicarbonato e pelo sequestro de nitrogénio pelas células algais. Tais mudangas
podem interferir no metabolismo algal, e podem alterar o comportamento quimico e
o modo de acao do elemento toxico (SWANSON et al., 1991).

CAMPBELL e STOKES (1985) mostraram que o pH altera a toxicidade do
cobre livre. Estes autores sugerem que uma redugéo do pH tem o poder de atenuar a
toxicidade do metal. No entanto, se o metal estiver limitado na relagéo bioldgica, isto
é, H* ineficaz em competir para sitios, a reducdo do pH tende a ndo afetar a
toxicidade do cobre (GUASCH et al., 2002).

4.4 Mobilidade celular x Arsénio

O efeito do arsénio sobre a mobilidade de T. gracilis na auséncia e presenca
de MOD pode ser observado nas FIGURAS 06 e 07. Na auséncia da MOD, os
organismos apresentaram 70% de mobilidade. No entanto, na presenga de MOD foi
obtida uma menor mobilidade para a microalga Tetraselmis gracilis. Nas baixas
concentracdes nominais do arsénio (107 e 5x107 M) e auséncia de MOD as células
apresentaram uma mobilidade semelhante a do controle. J& nas concentragbes de
5x10° até 10* M as células apresentaram movimentos mais lentos e, nas
concentragdes mais elevadas a imobilidade foi aparente.

O movimento flagelar de Tetraselmis gracilis, responsavel pela mobilidade das
células é controlado pela energia celular obtida a partir da adenosina trifosfato (ATP),
portanto intimamente relacionado ao suprimento de fosfato. Ha experimentos que
demonstram que a adigdo exdgena de ATP é capaz de aumentar a frequéncia do
movimento flagelar em Polytoma uvella. Sabe-se que durante o movimento flagelar
fibrilas contrateis passam por situacbes alternadas de contragdo e relaxamento
conforme o suprimento de energia € fornecido na forma de ATP. Ha uma competicéo
para a absorcao celular entre arsenato (As(V)) e fosfato, de modo que um aumento
na concentragcédo do fosfato reduz a toxicidade do arsénio (LEVY et al, 2005). Assim,
o metaldide pode ter interferido no mecanismo flagelar, que por sua vez é controlado
pelo suprimento de ATP. Os resultados apresentados na FIGURA 07 mostram que a

MOD nao exerce sobre a especiagao quimica do metaldide os mesmos efeitos que

22



exerce sobre a especiagao quimica do cobre e, assim seus efeitos sobre a toxicidade
nao sao observados. De maneira semelhante aquela observada nos experimentos
com cobre e MOD, esta levou a redugdo da mobilidade algal independente da
concentracdo de arsénio testada. Como pode ser visto na FIGURA 07, desde o
controle até a concentragdo mais alta testada, a maioria das células algais n&o
apresentou movimentagéo (70% a 100%, totalmente paradas).

Sem a adicdo de MOD, observa-se um aumento gradativo de células
totalmente paradas, partindo-se do controle em relagdo a ultima concentracdo do
metaldide testada. Ao mesmo tempo observa-se uma redugédo gradativa das células
que apresentaram um movimento agil. Portanto, na auséncia de MOD, os efeitos do

arsénio ficaram mais claros.
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FIGURA 06. EFEITO DO ARSENIO NA MOBILIDADE DE TETRASELMIS GRACILIS.
EXPERIMENTOS SEM ADICAO DE MOD.
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FIGURA 07. EFEITO DO ARSENIO NA MOBILIDADE DE TETRASELMIS GRACILIS.
EXPERIMENTOS COM ADIGAO DE MOD.

4.5 Toxicidade do Arsénio

O crescimento populacional de microalgas € um bom indicador da agéo tdxica
que o arsénio exerce em microorganismos (NATIONAL RESEARCH COUNCIL OF
CANADA, 1978) uma vez que reflete 0 metabolismo das células.

A FIGURA 08 mostra o crescimento da microalga em funcdo do tempo
experimental para as diversas concentragdes de arsénio fornecido como As(V), néo
foram utilizados os desvios padrdées para nao poluir a figura e para que houvesse
uma melhor compreensdo do grafico. Em comparagdo ao cloreto de cobre, a
auséncia de MOD para o arsénio (FIGURA 8A) mostrou um padrdo, onde as
concentracdes mais baixas (107 e 5x10”7 M) apresentaram um crescimento mais
préximo do controle, enquanto que as concentracdes mais altas (5x10™, 10° e 5x10°
3 M) apresentaram menores densidades populacionais.

A toxicidade de compostos de arsénio esta sujeita aos efeitos da
concentracdo de fosfato. Acredita-se que isto ocorra via competicdo com arsenato
pelos mesmos sitios celulares de ligacdo (BUTTON et al., 1973; PLANAS e HEALY,
1978; SANDERS, 1979; THIEL, 1988; WANGBERG e BLANCK, 1990; ULLRICH-
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EBERIUS et al., 1989). Foi demonstrado que células limitadas em fosfato sdo mais

suscetiveis a toxicidade de As(V) do que células repletas de fosfato (THIEL, 1988).
Entretanto, BOTTINO et al. (1978), SANDERS (1979), MAEDA et al. (1985) e

CREED et al. (1990) observaram que o crescimento de Skeletonema costatum,

Hymenomonas carterae, Chlorella vulgaris, e C. vulgaris (Japao) aumentou com a

adicao de As(V) em condicbes limitadas de fosfato. O estimulo do crescimento na

presenca de As(V) sugere que sob tais condigdes as células utilizam arsénio em um
contexto construtivo (KNAUER e HEMOND, 2000).
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FIGURA 08. CRESCIMENTO DE TETRASELMIS GRACILIS EM FUNCAO DO TEMPO
EXPERIMENTAL NAS DIVERSAS CONCENTRACOES DE ARSENIO,
FORNECIDO ATRAVES DE AS(V). A) AUSENCIA DE MOD. B) PRESENCA
DE MOD. CADA PONTO REPRESENTA MEDIA DE TRES REPLICAS.

Na FIGURA 8B, que retrata o efeito da matéria organica dissolvida e arsénio
no crescimento de Tetraselmis gracilis, pode-se observar que a toxicidade de arsénio
aumenta proporcionalmente ao aumento nominal do metaldide. Deve-se ressaltar
que apos as 72 horas experimentais, ha uma retomada de crescimento,
acompanhando assim o padrao estabelecido pelo controle. Novamente, na presenca
da matéria organica, a microalga apresentou um crescimento inferior ao controle
para todas as concentracdes do metaldide

Os resultados apresentados nas FIGURAS 9A e 9B e na TABELA 06
mostram que na presenga de MOD houve redugcdo da toxicidade do arsénio,
considerando-se 96 horas e também 72 horas. Segundo BAUER E BLODAU (2006),
tal redugédo na toxicidade do metaldide pode ser devida a formagcéo de complexos
aquosos MOD-As tanto em grupos amino positivamente carregados da MOD, como

também através de pontes catidnicas metalicas.
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NO MEIO. (A) AUSENCIA DE MOD. (B) PRESENGCA DE MOD. CADA
PONTO REPRESENTA MEDIA E DESVIO PADRAO DE TRES REPLICAS
(96 H DE EXPOSIGAO).

A microalga estudada (Tetraselmis gracilis) apresentou-se consideravelmente
resistente ao arsénio quando comparada a outras espécies de algas. PLANAS e
HEALY (1978) mostraram que concentragdes inferiores a 10° M de arsenato
reduziram o crescimento de Melosira granulata e Ochromonas valesiaca, enquanto
que concentragdes maiores que 10* M s&o requeridas para uma redugdo similar do
crescimento em outras espécies (Cryptomonas eroda e Anabaena variabilis). Mais

do que 2x10* M de arsenato sdo requeridos para que o crescimento de
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Synechococcus lepoliensis seja reduzido (BUDD e CRAIG, 1981). A toxicidade do
arsénio pode variar também em uma mesma espécie de alga. DEN DOOREN DE
JONG (1965) reportaram que o crescimento de C. vulgaris foi inibido com 0.8x10° M
em contraste, um outro clone de C. vulgaris tolerou mais que 0.1 M de arsenato
(MAEDA et al., 1985).

Alguns estudos demonstram que arsenato € inibitério para algumas espécies
de microalgas e estimulante para outras. A microalga Tetraselmis chui (BOTTINO et
al., 1978) quando exposta ao arsénio mostrou taxas de crescimento maximas na
fase exponencial. O crescimento aumentou na presenca de 0.08x10° M de arsénio
para a diatomacea Skeletonema costatum (SANDERS, 1979). Arsenato também
aumentou a taxa de crescimento de Hymenomonas carterae em concentragdes
menores que 1.3x10* M (BOTTINO et al, 1978). No entanto, ha autores que
relacionam o estimulo do crescimento na presenca de arsenato a adicado indireta de
um eventual nutriente limitante presente no arsenato de sédio (CREED et al., 1990),

€ ndo ao arsénio propriamente dito.

TABELA 06. VALORES DOS COEFICIENTES ANGULARES OBTIDOS ATRAVES DAS
EQUAGOES DE AJUSTE: TOXICIDADE EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO
DE ARSENIO NOMINAL NO MEIO.

Coeficiente angular
72 h com MOD -0.77x10°
72 h sem MOD -1.1x10°
96 h com MOD -0.87x10°
96 h sem MOD -1.5x10°

LEVY et al. (2005) afirma que a alga Chlorella sp. é tolerante a As(V), e que o
metaldide ndo causa efeitos na taxa de crescimento até 72 h em concentragdes
acima de 1.06x10° M. Monoraphidium arcuatum é mais sensivel a As(V) e o valor
de seu EC50 (3.34x10° M) é 100 vezes menor do que o obtido para Chlorella sp
(3.34x10™* M). Quando expostas ao As(V), ambas as espécies reduzem As(V) para
As(lll), entretanto, apenas M. arcuatum excreta As(lll) para o meio circundante.

As interagcdes entre metais/metaldides e substratos biolégicos envolvem,
muitas vezes, mecanismos de detoxificagao incorporados geneticamente nas células

algais e que normalmente se relacionam com a habilidade de acumular o elemento.
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A relagdo entre arsénio e microalgas € complexa e processa-se primeiramente via
adsorcao do metaldide na parede celular, cuja superficie € carregada. Em seguida o
processo da lugar a uma etapa mais lenta, de penetragdo na célula (BECEIRO-
GONZALEZ et al., 2000). Uma vez dentro da célula, aquela que apresentar atividade
biolégica especifica ira processar a transformagcdo do arsénio inorganico em
espécies organicas (SLEJKOVEC et al., 2006), de menor toxicidade.

Em aguas oxigenadas a espécie dominante do arsénio é o arsenato (As(V)),
forma inorganica estavel termodinamicamente nesses ambientes (MORELLI et al,
2005). A biotransformacédo € uma estratégia comum em diversos organismos
aquaticos para suportar aumento nas concentragdes ambientais do arsénio (BEARS
et al, 2006). Sabe-se que as microalgas sdo capazes de metilagdo do arsénio,
transformando-o em espécies metiladas do arsénio (dimetilarsénio — DMA;
monometil arsénio — MMA), cuja toxicidade diminui conforme aumento dos grupos
metil adicionados ao metaldide (LEERMAKERS et al, 2006).

TABELA 07. CONCENTRACAO DE [ONS HIDROGENIO (pH) INICIAL E FINAL NAS
DIVERSAS CONCENTRACOES DE As(V) E NA AUSENCIA DE MOD. CADA
PONTO DO PH FINAL REPRESENTA MEDIA E DESVIO PADRAO DE TRES
REPLICAS (96 H DE EXPOSICAO).

As(V) sem MOD pH inicial pH final DP (pH final)
Controle 8,4 9,44 0,1823
107 9,3 9,42 0,2977
5x107 8,72 9,44 0,39
5x10°° 9,09 9,26 0,3950
5x10°° 9,36 9,55 0,0986
10 8,71 9,49 0,1607
5x10™ 7,05 7,71 0,5755
107 8,12 8,25 0,0871
5x107 2,82 2,83 0,02
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TABELA 08. CONCENTRACAO DE [ONS HIDROGENIO (pH) INICIAL E FINAL NAS
DIVERSAS CONCENTRACOES DE As(V) E NA PRESENCA DE MOD. CADA
PONTO DO PH FINAL REPRESENTA MEDIA E DESVIO PADRAO DE TRES
REPLICAS (96 H DE EXPOSICAO).

As(V) com MOD pH inicial pH final DP (pH final)
Controle 8,69 9,62 0,0624
107 8,97 8,88 0,5168
5x10°7 9,55 9,25 0,1006
5x10°° 9,17 9,04 0,1452
5x10°° 9,38 9,19 0,1276
10 9,21 8,92 0,1955
5x10™ 8,97 8,19 0,01

107 8,63 7,94 0,0461
5x107 5,59 6,86 0,0450

A variacado do pH nos experimentos do As € apresentada nas TABELAS 07 e
08. Os resultados mostram que na auséncia de matéria organica, o pH final dos
experimentos aumentou, enquanto que na presen¢a de MOD o pH decresceu (com
excecdo da concentracdo de 5x10° M). Segundo GULLEDGE e O’CONNORS
(1973) ambientes acidos favorecem a formacao de estados de oxidagc&o do arsénio
mais toxicos, o que pode ser uma explicagdo para a maior toxicidade na

concentragdo de 5x10° M.

4.6 Toxicidade de Cobre x Toxicidade de Arsénio

A FIGURA 10 compara os experimentos controle, sem adicdo de matéria
organica natural e com adigdo de MOD. Percebe-se que na presenga de material
organico o crescimento da microalga € menor, 0 que pode caracterizar o sequestro
ou alteracado da especiacdo quimica de microelementos essenciais, tendo exercido

efeito consideravel sobre o crescimento populacional.
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FIGURA 10. CRESCIMENTO DE TETRASELMIS GRACILIS EM FUNGCAO DO TEMPO
EXPERIMENTAL NA AUSENCIA E NA PRESENCA DE MATERIA
ORGANICA DISSOLVIDA (MOD). CADA PONTO REPRESENTA MEDIA DE
TRES REPLICAS.

O presente estudo avaliou dois aspectos do metabolismo em relagdo a
toxicidade, a mobilidade (intensidade do movimento flagelar) e a biomassa (células
por ml). Sdo aspectos distintos e que respondem de maneira diferente ao
estressante.

Comparando-se a toxicidade do cobre com aquela exercida pelo arsénio nas
células de T. gracilis em relacdo a mobilidade, observamos que uma concentragéo
de 5x10° M de cobre foi suficiente para causar 100% de imobilidade nas células,
enquanto que equivalente imobilidade foi obtida para uma concentragdo de arsénio
de 5x10° M. No entanto, na presenca de MOD, tal comparacdo (mobilidade) fica
prejudicada, uma vez que a matéria organica, por si s6, exerceu influéncia
significativa sobre a microalga. Isto teve por consequéncia o mascaramento dos
efeitos do arsénio e MOD sobre a mobilidade da microalga. Neste caso, em
praticamente todos os experimentos foram obtidos auséncia de movimento flagelar.
Isto, aliado ao aumento do movimento flagelar em concentragdes baixas de cobre
nos leva a seguir o raciocinio de que a MOD, de fato, sequestrou o metal.
Consequentemente, ocorreu uma deplecdo da concentracido do micronutriente, que
levou a parada do movimento flagelar quer nos experimentos com arsénio quer nos

experimentos controle.
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Em relagao a toxicidade avaliada através dos coeficientes angulares obtidos a
partir de regresséo linear das curvas de toxicidade, obteve-se que em todas as
situacdes, a MOD ocasionou reducado da toxicidade, tanto do cobre como também
do arsénio. O coeficiente angular de uma reta informa sobre os efeitos mediante
exposi¢cao ao contaminante, ou seja, quanto mais inclinada a reta, maior toxicidade
apresentara o contaminante. Com base nesses resultados, conclui-se que uma
pequena adigdo de arsénio no meio resultou em um maior efeito tdxico na microalga
do que adi¢cdo equivalente de cobre. Considere-se que este efeito € dependente das
condigbes empregadas e que € amplamente reconhecido que o cobre tem grande
afinidade por MOD e EDTA.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Como resultado da presente proposta, avaliou-se o efeito da matéria organica
dissolvida na toxicidade dos elementos cobre e arsénio e seu efeito sobre a
mobilidade da microalga. Os resultados demonstram que a presenga de MOD altera
o resultado final dos bioensaios, reduzindo a toxicidade do metal e metaldide para a
microalga estudada. Esta interagéo ficou evidente quando avaliamos a mobilidade
da alga e os valores dos coeficientes angulares obtidos a partir do ajuste das curvas
de toxicidade.

A mobilidade algal vem demonstrando ser uma ferramenta util para avaliar
efeitos toxicos, por apresentar grande sensibilidade a presenga de contaminantes
(SHITANDA et al. (2005), SHITANDA E TATSUMA (2006)). No entanto, este
trabalho demonstrou que a mobilidade algal pode ser alterada ndo s6 pela
introducdo de contaminantes, mas também por uma reducdo na disponibilidade de
cobre, um micronutriente. Portanto sugere-se maior cautela na utilizacdo desse
parametro para a avaliagdo da toxicidade em microalgas. As curvas de toxicidade
revelaram que arsénio foi ligeiramente mais téxico do que o cobre, como confirmado

através dos coeficientes angulares.
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FIGURA 11. CELULAS POR MILILITRO DE CULTURA EM FUNGCAO DA
CONCENTRACAO DE COBRE NO MEIO. (A) PRESENCA DE MOD. (B)
AUSENCIA DE MOD. CADA PONTO REPRESENTA MEDIA E DESVIO
PADRAO DE TRES REPLICAS (72 H DE EXPOSICAO).
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FIGURA 12. CELULAS POR MILILITRO DE CULTURA EM FUNGCAO DA
CONCENTRACAO DE ARSENIO NO MEIO. (A) PRESENCA DE MOD. (B)
AUSENCIA DE MOD. CADA PONTO REPRESENTA MEDIA E DESVIO
PADRAO DE TRES REPLICAS (72 H DE EXPOSICAO).

44



TABELA 09. CLOROFILA-A EM FUNCAO DA CONCENTRAGAO DE COBRE NO MEIO.
CADA PONTO REPRESENTA MEDIA E DESVIO PADRAO DE TRES
REPLICAS (96 H DE EXPOSICAO).

CuCl, sem MOD | Clorofila-a Desvio CuCl,com MOD | Clorofila-a | Desvio
(mg.L™) Padrao (mg.L™) Padrao
Controle 4,022993333 | 1,581026554 | Controle 1,876233 | 0,124156
107 3,184837 0,113252 | 107 2,210227 | 0,075124
5x107 3,231643 0,189361 | 5x107 2,242753 | 0,04273
5x10°® 1,12336 0,098963 | 5x10°® 1,815147 | 0,386062
5x107° 0,976593 0,088552 | 5x10° 0,8092 | 0,066256
10 3,68067 0,176778 | 10* 0,80682 | 0,063372
5x10* 2,436723 0,103915 | 5x10* 0,49028 | 0,055357
1073 2,900823 0,123309 | 103 0,675127 | 0,025225
5x107 2,95953 0,665979 | 5x107 0,74256 | 0,371196

TABELA 10. CLOROFILA-A EM FUNCAO DA CONCENTRAGCAO DE ARSENIO NO MEIO.
CADA PONTO REPRESENTA MEDIA E DESVIO PADRAO DE TRES

REPLICAS (96 H DE EXPOSICAO).

As(V) sem MOD | Clorofila-a Desvio As(V) com MOD | Clorofila-a | Desvio
(mg.L™") Padrao (mg.L™") Padrao
Controle 4,022993333 | 1,581026554 | Controle 1,876233 | 0,124156
107 3,809586667 | 0,638640232 | 10”7 1,911933 | 0,39843
5x10°7 3,339933333 | 0,352564153 | 5x10°7 2,04442 | 0,245175
5x10°® 2,63228 0,163719091 | 5x10° 2,869487 | 0,428012
5x10° 3,305026667 | 0,092555178 | 5x10°° 2,502967 | 0,291784
10" 2,043626667 | 0,307649716 | 10 2,164213 | 0,429881
5x10 3,07258 0,25186428 | 5x10* 2,57516 | 0,292081
10° 1,98016 0,28026458 | 107 2,466473 | 0,083277
5x107 2,647353333 | 0,454326561 | 5x10° 2,17056 | 0,274877
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